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Vaccins et vec teurs de principes actifs fluides contenant une huile 
metabolisable * 

La presente invention concerne de nouvelles compositions 
de vaccins et d l injectables fluides, contenant une phase huileuse 
05 totalement ou partietlement metabolisable, qui peuvent etre uti- 
lises en medecine veterinaire ou humaine. 

La vaccination est un moyen de lutte preventive centre les 
infections visant a mettre en eveil le systeme de defense immuni- 
taire, par injection d'antigenes, qui sont souvent des fractions 
10 tres specif iques des parois vi rales ou bacteriennes. 

Les progres du genie genetique font que les antigenes 
disponibles sont de plus en plus purifies, voire totalement synthe- 
tiques. Cette purete est un atout incontestable sur le plan de la 
securite du vaccin, raais elle s'accompagne en general d'une dimi- 
15 nution de I'efficacite immunologique. 

Aussi, La demande d'adjuvants d'immunite, permettant 
d'accroitre les reponses du systeme immunitaire a un antigene, est- 
elle de plus en plus forte. Cependant, la presence de ces adjuvants 
ne doit pas aller a L'encontre de La bonne innocuite des prepara- 
20 tions antigeniques raodernes. 

De tres nombreux adjuvants d'immunite ont ete decrits ; 
mais seuls quelques-uns d'entre eux sont utilises au stade des 
vaccins industriels, et seuls L'hydroxyde et Le phosphate d'alu- 
minium sont autorises en medecine humaine. 
25 IL est cependant reconnu que Les vaccins "huileux", dans 

lesquels Le milieu antigenique est emulsionne avec une huiLe mine- 
rale contenant un emulgateur, sont les plus efficaces, notamment 
lorsque ces vaccins sont de type E/H. 

L'adjuvant resultant de L 'association d'huile minerale et 
30 d'un ester du mannitol est connu sous L'appellation d'adjuvant 
incomplet de Freund (FIA : "Freund's incomplete adjuvant" dans la 
Litterature) ; sa composition est : 

- huiLe minerale fluide (type BayoL F) : 85 % 
55 - (Arlacel A) monooLeate de tnannide : 15 % 



WO 91/00107 



PCT/FR90/00485 



2 



Par distinction, on nomme FCA, I'adjuvant de Freund 
"coroplet" qui contient, outre les elements precites, une mycobac- 
terie tubercuLineuse qui potentialise I'effet immunitaire. 

Ces adjuvants FIA et FCA, connus de longue date, restent 
05 aujourd'hui Les produits de reference dans le monde entier pour des 
etudes imraunologiques de laboratoire. 

On Les trouve en particulier associes a des adjuvants 
injectables originaux, tels que Les muramyL dipeptides (MOP) ou des 
antigenes obtenus par synthese chimique ou genetique (VP1, etc.). 
10 L'utilisation industrieLLe des vaccins contenant FIA et 

FCA est toutefois Limitee en raison de La difficulty de Leur mise 
en oeuvre dans des preparations vaccinaLes injectabLes et de Leur 
mauvaise tolerance par Les sujets vaccines. 

En effet, iL est connu que Les emulsions huileuses 
15 obtenues a partir de FIA et FCA sont visqueuses comme de La mayon- 
naise et relarguent de L'huiLe. En consequence, ces preparations 
sont dif f ici lement injectabLes a travers des seringues de faible 
diaraetre d'aiguille (0,2 mm). 

De plus, elles creent, au niveau du site d'injection chez 
20 Les animaux, des reactions Locales avec oedemes et abces non 
acceptables par Les Autorit6s Sanitaires qui rendent L'animal 
impropre a La consommation en boucherie. 

Des preparations vaccinates antidiphteriques realisees 
avec FCA injectees a des femmes ont meme provoque des intolerances 
25 graves, des syndromes d'avortement qui ont prohibe ces adjuvants 
pour une utilisation courante chez l"etre humain. 

L'exemple d'un vaccin centre la fievre aphteuse contenant 
du FIA est decrit ci-dessous afin de mettre en evidence I'effica- 
cite iramunologique, les proprietes physico-chimiques et la mauvaise 
30 toLerance de ce type de preparation. 



ExempLe 1 

On realise une preparation vaccinale pour Le traitement de 
La fievre aphteuse chez Les covins a partir d'adjuvant de Freund 
incomplet (FIA) par melange sous agitation mecanique d'une partie 
de FIA et d'une partie de milieu antigenique inactive. 
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La preparation du milieu antigenique a fait I'objet d'un 
soin particulier Lors de La culture, de la purification et de la 
concentration des antigenes qui sont dilues dans un milieu type 
Eagle en presence de tampon phosphate. 
05 La composition de la preparation est done (poids/poids) : 

Milieu antigenique 50 % 

Huile minerale 42,5 % 

Monooleate de mannide 7,5 % 

10 

Les caracteristiques physico-chimiques obtenues sur cette 
preparation sont : 

Conductivity a 20°C : 12 microsiemens 

15 Viscosite a 20°C : 6 500 centistokes 

PH : 7,6 

Stabilite : relargage d'huile au stockage a 4°C 

Aspect microscopique : gouttelettes de taille superieure a 2 

20 Les tests d'efficacite immunologique chez le bovin 

montrent une bonne reponse immunitaire avec production persistante 
d'anticorps circulant 30 jours apres la vaccination intramuscu- 
laire. 

25 Experimentation : 

Resultats immunitaires fievre aphteuse bovins 

- vaccins huileux adjuvant FIA - Dose injectee 5 ml 
30 - les resultats (EPP) sont exprimes en pourcentage de nombre d'ani- 
maux proteges vis-a-vis des virus de valences 0, A et C, sur une 
duree de 3 mois, avec des vaccins de plusieurs lots, stockes a 
4°C. 
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TABLEAU 1 



* 

EPP 




Vaccin n° 1 


stocke 


Vaccin n° 2 stocke 






1 mois a 


4°C 


24 mois a A°C 


Virus 0 


30 jours * 


79 




77 




90 jours 


60 




76 


A 


30 jours 


85 




80 




90 jours 


70 




69 


C 


30 jours 


93 




95 




90 jours 


72 




88 



05 



10 



15 



mesure de La protection 30 et 90 jours apres vaccination pour 
mesurer l»effet prolonge de I'immunite. 



20 



25 



30 



35 



L'examen mi croscopique des effets toxiques sur I'animal de 
La preparation vaccinaLe au point d" injection montre La presence 
importante de noduLes et de granuLomes et meme d'abces ouverts. 
L'etendu des regions Lesees est importante, 

Un examen histoLogique met en evidence La presence de 
residus huileux dans Les tissus et une notabLe augmentation de La 
taiLle des gangLions externes. 

Pour ameliorer L 1 injectabi Lite de teLs vaccins huileux, 
une technique connue consiste a incorporer, dans Le milieu antige- 
nique, une faibLe proportion d'un emulgateur hydrophile^ Le 
PoLysorbate 80 (decrit dans Les pharmacopees) . 

La presence de ce produit reduit de fa^on importante La 
viscosite de vaccins comme it est montre dans I'exemple 2. 

Toutefois, on sait que le polysorbate 80, utilise en 
biochimie comme agent delipidant, est agressif vis-a-vis des 
parois cellulaires et done potent iellement toxique. 

Exemple 2 

La preparation vaccinale realisee dans l f exemple 1 a ete 
modifiee en ajoutant 1 % de Polysorbate 80 a I "adjuvant FIA. 
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La composition de La preparation devient : 

Mi Lieu antigenique : 49,5 % 

HuiLe minerale ; 42,5 7. 

Monooleate de mannide : 7,5 % 

Polysorbate 80 : o,5 V. 

Les caracteristiques physico-chimiques obtenues sont 



10 Conductivity a 20°C 

Viscosite a 20°C 
PH 



10 mi crosiemens 
350 centistokes 
7,6 



35 



StabiLite : Leger anneau d'huiLe au stockage 

a 4°c 

La mesure de La reponse immunitaire a I' injection intra- 
musculaire chez le bovin est sensibLement equivalente a ceLLe 
obtenue avec La preparation de L'exempLe 1, Lorsque L'on utilise 
une preparation seLon L'exempLe 2, reaLisee depuis moins de 1 mois. 

Par contre, Lorsque L'on utilise une preparation selon 
L'exempLe 2 reaLisee depuis 1 an et stockee a 4°C dans des condi- 
tions steriles, on constate une alteration de La phase antigenique 
et une diminution de La reponse immunitaire avec un taux d'anti- 
corps circuLants moins eLeve. 

Ces resultats sont expliques par la presence de L'emul- 
sionnant hydrophile Polysorbate 80 (caracterise par HLB de 15) qui 
exerce un pouvoir mouillant sur les enveloppes celLulaires des 
antigenes et solubilise les proteines de surface. Ceci a pour effet 
de les denaturer et de modifier leur aptitude a la creation d'anti- 
corps. 

Ce mecanisme des agents tensioactifs hydrophiles vis-a-vis 
des micro-organismes est connu et decrit en particulier dans La 
litterature. 

Au niveau des resultats de toxicite a I 'injection chez 
I'animal, on observe des phenomenes simiLaires a ceux obtenus avec 
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La preparation de I'exemple 1, qui sont caracteristiques d'une 
mauvaise tolerance du vaccin. 

On trouve des preparations vaccinates contmercialisees 
selon Le procede de I'exemple 2, associant de I'adjuvant FIA et un 

05 emulsionnant hydrophiLe. Le brevet beige BE-A-648053 de Philips 
decrit un vaccin contre la brucellose realise dans des conditions 
similaires, et qui presente une notable reduction de la viscosite 
par rapport aux preparations realisees avec I'adjuvant FIA seul. 

L'uti lisatioh d'huiles metabolisables telles qu'huiles 

10 vegetales, squalene, squalane a La place d'huiles minerales a 
permis dans certains cas d'obtenir des vaccins de type E/H bien 
mieux toleres. Weilbel et coll. ne notent que de petits nodules de 
3 a 4 ram cbe2 les humains vaccines au moyen d'un vaccin grippal 
contenant de I'huile d'arachide (P.S.E.B.H 143, 1053 - 1056 (1973), 

15 cependant, les reponses immunitai res enregistrees sont en general 
plus faibles et la protection raoins longue avec ce type de vaccins 
qu'avec les vaccins sur huile minerale. Ceci peut etre explique par 
une degradation plus rapide du vaccin dans I'organisme. 

Les exemples rapportes dans le brevet anglais 1 081 796 

20 (1965) de L.B HOLT sont bien representatif s de ce phenomene 
(tableau A) 

Tableau A 

Evolution du taux d'anticorps avec 2 vaccins hui leux 
adjuves FIA ou huile d'amande douce. 

25 



TAUX D'ANTICORPS 




ANTIGENE 


DIPHTERIA TOXOID 


TETANUS TOXOID 


B PERTUSIS 






6 sem. 13 sera. 


6 sem. 13 sera. 


6 sem. 13 sera. 




ADJUVANT 










FIA 


0,32 0,26 


5,0 0,41 


20 431 




huile vegetale + 


0,10 0,07 


0,30 0,20 


20 31 




mannide mono- 










oleate 











WO 91/00107 



PCT/FR90/00485 



7 



Une autre caracteristique particulierement desavantageuse 
de ces vaccins sur huile metabolisable est leur viscosite qui rend 
Leur injection difficile et douloiireuse. Les vaccins adjuves par du 
squalene ou du squalane decrit dans le brevet europeen 0 117 934 

05 ont une viscosite superieure a 4 000 mPa.s. 

De meme, ceux decrits dans (.'article de W00DH0UR 
(PSEBM 116, 516-523, 1964) et contenant de I'huile d'arachide et du 
monostearate d'aluminium sont presentes corame "highly 1 viscous 
WATER-in-oi I emulsion". 

10 II a ete trouve, de fagon tout a fait inattendue, que 

l f adjonction d'une huile metabolisable aux vaccins contenant une 
huile minerale (ou de roaniere generale non metabolisable) permet- 
tait d'en ameliorer considerablement la tolerance sans en modifier 
de fapon significative L'efficace immunologique a condition que les 

15 vaccins obtenus soient stables et tres fluides. 

L'obtention de ces preparations fluides, stables, tota- 
lement ou partiellement metabolisables, a ete rendue possible grace 
a I'uti lisation d'emulgateurs non toxiques, faiblement hydrophiles, 
obtenus a partir d f acides gras liquides, de mannitol ou de glyce- 

20 rol. 

Les vaccins (ou preparations injectables) de I 1 invention 
sont caracterises par 4 grandeurs physico-chimiques importantes : 

* fluidite : la viscosite mesuree par un appareil a mobile 
25 tournant du type BR00KFIELD doit etre inferieure a 800 centistokes 
a 20°C pour etre injectable a travers une aiguille de seringue 
dont le diametre est de 0,2 mm ; 

- stabi lite : la preparation emulsionnee ne doit pas dephaser, 
c'est-a-dire liberer la phase antigenique interne ni la phase 

30 huileuse dans des conditions de stockage normales pour ce type de 
produit ; 

- conductivity : elle determine le caractere huileux ou aqueux de 
la phase continue de I'emulsion. Pour des valeurs inferieures a 
20 microsiemens environ, on obtient une phase continue huileuse a 

35 temperature ambiante ; 
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" aspect microscopique : les taiLLes de gouttelettes de phase anti- 
genique dispersees sont inferieures a 10 jjm et peu dispersees. 

Mis a part Le milieu antigenique, ou les principes actifs 
05 specifiques a chaque preparation injectable, les autres consti- 
tuants (huiles, emulgateurs) doivent repondre a des criteres precis 
definis ci-apres. 

Definition de I'huile 
10 Les huiles fluides sont choisies parmi les huiles mine- 

rales, vegetales ou animales connues pour leur faible toxicite. 
Elles doivent etre liquides a la temperature de stockage (+A°C) ou, 
au moins, donner des emulsions liquides a cette temperature- On 
choisira en particulier des huiles minerales a chaine lineaire 
15 ayant un nombre d'atomes de carbone superieur a 16 et exemptes de 
composes aromatiques. 

Des exeraples connus sont le MARC0L 52 (produit par ESS0 
France) et le DRAKE0L 6VR (produit par PENREC0 USA). 

On peut egalement utiliser des huiles minerales synthe- 
20 tiques telles que les polyisobutenes ou les polyisoprenes. 

Parmi les huiles vegetales, on choisira des huiles insa- 
turees riches en acide oleique qui sont biodegradables et connues 
pour leur pouvoir immunogene, par exemple les huiles d'arachide, 
d'olive, de sesame, de soja, de germe de ble, etc. 
25 Pour les huiles animales, les memes criteres de tolerance 

et d'efficacite iramunologique permettent d'utiliser par exemple du 
squalene, du squalane, de I'huile de spermaceti. 

Un melange des huiles citees precedemment est avantageu- 
sement utilise dans le cadre de la presente invention. 

30 

Definition du systeme emulqateur 
II doit etre adapte pour donner des preparations injec- 
tables de type E/H fluides et stables. 

II se compose d f un ou plusieurs agents tensioactifs ayant 
35 en melange un caractere lipophile ou faiblement hydrophile carac- 
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terise par un nombre HLB (Hydrophile - Lipophile - Balance) compris 
entre 2 et 9. 

Les emulgateurs sont de preference obtenus par condensa- 
tion d'un acide gras Liquide a 20°C sur un sucre (mannitol, 
glucose, saccharose) ou du glycerol. Les acides gras preferes sont 
ceux ayant au moins 16 atomes de carbone et en particulier les 
acides oleique, linoleique, ricinoleique, cetostearique. 

On utilise de preference les esters de tnannitol notamment 
les oleates obtenus dans des conditions de syntheses particulieres, 
10 par anhydrisation de la chaine carbonee polyhydroxylee du mannitol 
qui se cyclise en 1-4 ou en 2-6. L 1 hydrophi lie des esters obtenus 
peut etre modifiee par greffage de fonctions hydrophi les telles 
qu'alcool, polyols, oxyde d'ethylene, oxyde de propylene, acide 
carboxylique, amine, amide... 

Tous les emulgateurs utilises doivent etre pharmaceuti- 
quement acceptables pour un usage en injectable, notamment etre 
depourvus de metaux lourds, et presenter des indices d'acide ou de 
peroxyde tres faibles. II est egalement souhaitable qu'ils satis- 
fassent les normes de tests d'innocuite tels que, par exemple, 
celui decrit par S.S. BERLIN (annals of aLlergy 20, 473 1962). 

II est egalement souhaitable que les emulgateurs utilises 
forment avec L'huile choisie une phase homogene, lirapide et stable 
qui sera emulsionnee avec le milieu aqueux propre a chaque prepa- 
ration injectable. 

Les emulgateurs decrits dans le tableau B repondent aux 
exigences ci-dessus. lis sont utilises dans les preparations injec- 
tables decrites dans les exemples 3 a 9 pour former des emulsions 
fluides et stables. 



15 



20 



WO 91/00107 



PCT/FR90/00485 



10 



ro l l i 



1 § 1 g 

o m r\i r\j 



*-« co I 



CD 

— ' 
03 



C 

> 
c 



■3 

tn 

— > 
_Q 
ro 
w 



ro 

I 

CO 



8 £ 
8 S 



S S 1 § 

O fl Kl (\J 



8 £ 



oo in 



X X x X 

ro g g g 

p m *- r\j 



m 



3 S 8 

P"* * — 



X X X X 

g g g g 



o oo 

CNJ 



■sj- in 

v O 



X X x X 

g g g g 

g nj ro 



s 



-01 



in 

I I 

o «> 

in oo 



8 K 



3 



X X X X 

g g g g 

£ CM r- CM 



3 
0> 



to 



^6 S 

a § a * - 



UJ 



o 

00 



§ £ 8 

• <D 0i (U Mb 
CD <j u o *-» 

• -r- -r- ni 

H "S "8 "g 2 



3 

ro 

2 i 



! 



•r— 

ro 



3 

UJ 



ro ^ 
§ o 

-S £ 



o 



O 
"D 

■8 
E 



8 

ro 
O 



8 



-8 

g e 



le 




3 



u 

S "ro 

;e i 

2 8 



Id 



II 



I 0i • 

<D C • 

"3 u. k 

O Q 

: * § 




WO 91/00107 



PCT/FR90/00485 



11 



05 



10 



15 



20 



25 



ExempLe 3 

Cet exemple montre l' importance de la fluidite des vaccins 
sur leur tolerance par des animaux. 

On realise deux vaccins porcins contre la maladie 
d'AUJESZKY contenant le raeme milieu antigenique inactive a la p- 
propiolactone. Les caracteristiques du vaccin A selon I 'invention 

et du vaccin 8 (contenant un adjuvant type FIA sont me ntionnees 
dans Le tableau 3-1. 

Le vaccin A se caracterise par vne faible viscosite, une 
bonne injectabi lite : il contient I'emulgateur 2 decrit dans le 
tableau (B). 

Les deux vaccins contiennent la meme huile nnnerale 

f luide. 

L 'experimentation a eu lieu sur 2 lots de 6 pores auxquels 
ont ete administres 2 fois, a 15 jours d' intervalle, 2 ml de vaccin 
Par voie I. M . Analyse serologique et I'examen histologique ont eu 
lieu 59 jours apres la premiere vaccination. 

Les resultats sont consignes dans le tableau 3 - 2. On 
peut y remarquer que les taux d'anticorps sont voisins pour les 
2 vaccins, mais que le vaccin A est beaucoup mieux tolere que i e 
vaccn B, pour lequel 2 pores ont presente des comportements anor- 
".aux apres chaque vaccination. Aux niveaux des sites d'injection 
necroses et suppurations - totalement inacceptables par les auto- 
ntes sanitaires - sont pratiquement absentes du groupe A. Les 
granulomes macrophages et les infiltrats inf lammatoires observes 
sont les temoins d'une reaction immunitaire intense. 
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Tableau 5-1 

05 

Caracteristiques des vaccins porcins Aujeszky 



10 




Vaccin A 


Vaccin B 




toi atici i dl imjcb utr L du j u Van l 








Composition 


huile minerale 


hui le minerale 






90 % 


89 % 


15 




emulgateur — 


monooleate de 






2 : 10 % 


mannide 11 % 




Viscosite (mPa.s) 


35 


40 




Indice de refraction 


1,459 


1,461 


20 


Caracteristiques du vaccin 








Composition % W/W 


Adjuvant 70 


Adjuvant 50 






Milieu 30 


Milieu 50 




Viscosite (BR00KFIEL0 M2V12) 


37 mPa.s 


1870 mPa.s 




Sens 


E/H 


E/H 


25 


Conductivity 


0,2 \x% 


0,4 pS 




Stabilite 4°C 


> 12 mois 


> 12 mois 




Aspect microscopique 


gouttes 1 p 


gouttes 1-5 p 
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Tableau 3-2 



Resultats de La vaccination 

05 







Vaccin A 


Vaccin B 




Seroloqie 








iiire en anticorps (Log 2) 


2,5 


2,0 


10 


vmoyenne sur 5 animaux) 






Histoloqie 








vTrequence sur 6 pores) 






15 


Necrose 


1 


3 


Suppuration 


0 


3 




Fibrose 


5 


5 




Atrophie muscuLaire 


5 


6 


20 


Granulomes macrophagiques ou 


5 


4 




lymphocytaires 








Infiltrat inf lammatoire diffus 


2 


2 




Reaction generate 






25 


(modification du comportement) 


0 


2 
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Exemple A 

On realise un vaccin antiaphteux pour bovins par melange 
sous agitation mecanique d'une partie d'adjuvant contenant I'emul- 
gateur 1 et d'une partie du milieu antigenique inactive. L'adjuvant 
contient 5 Z d'une huile vegetale. 

Les caracteristiques physico-chimiques de l'adjuvant et du 
vaccin obtenu sont donnnees ci-dessous (tableau 4-1). 

Le test d'efficacite immunologique donne les resultats 
resumes dans le tableau U - 2 qui peuvent etre compares a la prepa- 
ration de I'exemple 1. 

L'activite est maintenue sur des preparations stockees 
jusqu'a 2 ans. 

La tolerance de la preparation injectee par voie intramus- 
culaire chez le bovin est bonne. L'examen histologique revele une 
inflammation legere des tissus au point d' injection avec presence 
de peu de nodules et de granulomes. La resorption de I 'inflammation 
et la disparition microscopiques du produit injecte sont obtenues 
dans les 15 jours suivant I' injection. 

Tableau U - 1 Caracteristiques du vaccin antiaphteux 



Caracteristiaues de 


I 'adjuvant 








Composition huile 


d'arachide 




5 


% 


huile minerale fluide 




84 


% 


emulgateur 1 




11 


% 


Aspect Liquide huileux limpide, jaune clair, 


stable 




Viscosite 


AO mPa.s 








Indice d'acide 


0,1 








Indice de refraction 


1,460 environ 








Oensite 


0,85 








Caracteristiaues du vaccin antiaDhtPi.y 








Conductivite a 20°C 


1/5 microsiemens 








Viscosite a 20°C 


250 centistokes 








StabiLite a 4°C 


tres leger anneau d 1 huile 








Aspect microscopique 


gouttelettes de taille inferieure a 1 






Centrif ugation 


pas de separation apres 30 min 
3 000 tr/min. 


a 
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Tableau 4-2 
Resultats immunitai res fievre aphteuse bovine 

Dose injectee 5 ml. 

Les resultats CEPP) sont exprimes en pourcentage d'animaux 

proteges vis-a-vis des virus de Valences 0, A et C sur une duree de 

3 mois post-vaccinale, avec des vaccins de plusieurs lots stockes 



10 



15 



20 



durant 


plusieurs 


mois a 4°C. 






Vaccin lot 


Vaccin lot 


Vaccin lot 


Vaccin lot 


EPP 




n° 3 stocke 


n° 3 stocke 


n° 4 stocke 


n° 4 stocke 






1 mois 


24 mois 


1 mois 


3 mois 


Vi rus 


0 30 j 


90 


99 


99 


90 




90 j 


88 


99 


99 


86 


Virus 


A 30 j 


86 


92 


97 


82 




90 j 


93 


90 


99 


85 


Vi rus 


C 30 j j 


97 


99 


99 


97 




90 j | 


92 


97 


99 


85 



Exemple 5 

On vaccine des souris avec des vaccins constitues 

- d'un milieu antigenique a 100 ug/ml d'albumine bovine 

- d'un adjuvant huileux contenant 

soit une huile de synthese (vaccin 5A), 

soit une huile de synthese et une huile vegetale 

(vaccin 5B) . 



Ces deux vaccins sont fluides et stables. Leurs caracte- 
ristiques physico-chimiques sont donnees dans le tableau 5-1. 



WO 91/00107 



PCT/FR90/00485 



16 



05 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Oes lots de 10 souris SWISS sont vaccines par 0,1 ml de 
ces vaccins. Un lot temoin repoit le milieu antigenique non adjuve. 

Les taux d'anticorps, mesures au cours du temps par une 
technique ELISA, sont donnes dans le tableau 5 - 2. On constate que 
Les deux vaccins adjuves se component de la meme facon bien que le 
va CC1 n SB contienne une huile metabolisable, et sont nettement plus 
efficaces que le vaccin non adjuve. On remarquera I 'apparition 
rapide des anticorps avec le vaccin contenant I'huile metaboli- 
sable. 

Tableau 5 - 1 Caracteristigues physico-chimioues du vaccin BSA 



Vaccin 



Caracteristigues de t 'adjuvant 



5A 



Composition 



Viscosite mPa.s 
Aspect 

Caracteristigues du vaccin 
Sens 

Conductivity a 20°C 
Viscosite mPa.s a 20°C 
Stabilite 
Aspect 



Polyisobutene 89% 
emulgateur 2 11% 



45 

liquide limpide 
clair 

E/H 
0,9 M s 

100 
> 12 mois 
emulsion 
homogene 



5B 



Polyisobutene 44% 
hui le amande 
douce a 45% 
emulgateur 3 11% 
50 

liquide limpide 
jaune 

E/H 
1,2 ps 

130 
> 12 mois 
emulsion 
homogene 



Tableau 5-2 
Taux d'anticorps chez la souri 



s vaccmee par les vaccins BSA 



Jours apres vaccination 


14 


28 


56 


125 


Vaccin non adjuve 


60 


157 


102 


105 


Vaccin 5A 


590 


2420 


3800 


4560 
4640 


Vaccin 5B 


U00 


2540 


3760 
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Exemple 6 

Une preparation injectable contenant des principes actifs 
horraonaux est realisee par melange d'une partie d'une suspension 
aqueuse et d'une partie d'un adjuvant huileux contenant des huiles 
metabolisables (squalene et huile d'amandes douces 84 7.) et une 
huile non metaboli sable (squalane : 5 7.) et I 'emulgateur (3) : 
11 %. 

Le vaccin obtenu a les caracteristiques suivantes : 

10 SENS E/H 

CONDUCTIVITE 0,14 pS 

VISCOSITE 305 mPa.s 

STABILITE 4°C et 20°C > 6 mois 

15 Ces caracteristiques, en particulier viscosite et stabi- 

lity, ne peuvent etre obtenues que grace a la formulation speci- 
fique de I'adjuvant huileux. En effet, un vaccin ayant le meme 
rapport eau/huile mais formule a partir de squalene et de mono- 
oleate de mannitol traditionnel est tres visqueux («400 mPa.s) 
d'injection extremement difficile et douloureuse, et peu stable 
(exsudation d' huile importante a 4 et 20°C) . 

La preparation selon l' invention a une efficacite suffi- 
sante et ne provoque chez le primate qu'une legere rougeur au point 
d'injection qui disparait au bout de quetques jours. 

25 

Exemple 7 

On realise un vaccin Aujeszky par melange de 30 parties 
d'un milieu viral inactive titrant 2.10 9 0CP 50/ml et de 
70 parties d'un adjuvant huileux contenant une huile vegetale et 
30 L'emulgateur 3. 

Le tableau 7 - 1 donne les caracteristiques de I'adjuvant 
et du vaccin obtenu. 2 ml de vaccin sont injectes a un lot de 
5 pores suivi d'un rappel a 15 jours. Une epreuve de resistance est 
pratiquee 15 jours apres rappel. L'abattage et I'examen histolo- 
35 gique ont eu lieu 5 semaines apres le rappel. 



20 
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Les resultats de I 'experimentation montrent dans tous Les 
domaines une tres bonne tolerance du vaccin. Ces resultats peuvent 
etre compares a ceux obtenus avec un vaccin huiteux classique 
contenant un adjuvant type FIA et presentes a I'exemple 3 
05 (vaccin B) . 

II convient de noter tout particulierement I'absence 
d'hyperthermie excessive, de necroses et suppurations, la presence 
de granulomes macrophagiques discrets traduisant la reponse immu- 
nitaire et confirmant la bonne resistance a I'epreuve infectieuse. 

10 

Tableau 7-1 

Caracteristiques physico-chimiques du vaccin et de son adjuvant 

15 



Caracteristiques de I'adjuvant 






Composition Huile 


minerale fluide 


44 


X 


Huile 


d'arachide raffinee 


44 


% 


Emulgateur 3 


12 


X 


Aspect liquide huileux, jaune paille. 


limpide, stable, 


homogene. 








Viscosite a 20°C 


20 mPa.s 






Indice de refraction 


1,466 






Indice d'hydroxyle 


13 






Indice de saponification 


105 






Caracteristiques du vaccin 








Sens 


E/H 






Conductivity a 20°C 


1,9 uS 






Viscosite a 20°C 


38 mPa-s 






Aspect microscopique 


homogene - gouttes 


de 1 um 




Stabilite a 4°C 


> 12 mois 
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Tableau 7 - 2 



Resultats experimentaux de la vaccination porcine 





Hyperthermic 


a la vaccination 0 


10 




au rappel breve chez 2 animaux 






a L'epreuve intense mais breve « 48 h) 




Reactions generates 


a La vaccination ) Legere inf Lammation point 






au rappel ) d'injection disparaissant 


15 




) en 48 h 






a I'epreuve 0 




Mortalite 


(apres I'epreuve) 0 


20 


HistoLoqie 


(frequence sur 5 pores) 




(Necrose 


0 




(Suppuration 


0 




(Fibrose 


0 


25 


(Atrophie musculaire 5 (legere) 




(GranuLomes macrophagiques 5 (dissemines, discrets) 
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ExempLe 8 

La meme experimentation que celle decrite a I'exemple 7 a 
ete realisee avec un vaccin contenant 70 parties d'un adjuvant 
compose de squalane d'un ester d'acide gras et d'un" emulgateur 
legerement hydrophile decrit sous reference 2 dans Le tableau B et 
30 parties de milieu antigenique Aujeszky. Le vaccin obtenu est 
tres fluide et s'injecte facilement. Ses performances et ses carac- 
teristiques sont donnees dans les tableaux 8 - 1 et 8 - 2. 

On notera a nouveau I'absence de reactions d' intolerance 
importantes comparati vement au vaccin classique de I'exemple 1B. 

Tableau 8 - 1 

Caracteristiques physico-chimiques du vaccin porcin Aujeszky 



20 



25 



30 



Caracteristiques de I'adjuvant 


Composition 


Oleate d'ethyle 6 % 




Squalane 83 % 




Emulgateur 2 11 % 


Aspect liquide, 


limpide, transparent, jaune tres clair 


(Viscosite a 20°C 


20 mPa.s 


(Indice de refraction 


1,492 environ 


Caracteristiques du vaccin 




Type 


E/H 


Viscosite a 20°C 


88 mPa.s 


Conduct ivite a 20°C 


0,03 pS 


Stabilite a 4°C 


legere exsudation d f huile 
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Tableau 8-2 
Resultats experimentaux de La vaccination porcine 



05 



10 



15 



Hyperthermias 



Reactions generates 



a La vaccination 
au rappel 
a L'epreuve 
a La vaccination 
au rappel 



a l'epreuve 
Mortali te Capres I'epreuve) 
HistoLogie (frequence sur 5 pores) 
(Abces caseeux 
(Suppuration 
Fibrose 

Atrophie musculaire 
Granulomes macrophagiques 



tres legeres 
> 41°C 24 h 
intenses mais breves 
0 

legere inflammation au site 
d'injection 
peu prononcees 
- 0 



2 
0 
1 
5 
3 



Tableau 9 



20 



Resultats d'une vaccination anticollibaci LLai re chez le lapin 





Serologie * iours : 


0 


15 


24 




rap 


>pel A2 


8A 


25 


Vaccin exemple 9 


0 


9,5 


11 






11,3 


10,6 




Vaccin adjuve FIA 


0 


6 


7 






8 


8 




Reactions observees ** iours 


1 


A 


5 


19 


J 




50 


30 


Vaccin exemple 9 


0 


20 


27 


0 




35 


0 




Vaccin adjuve FIA 


0 


30 


AO 


10 




60 


10 



* 

Taux d'anticorps exprime en log base 2 de la derniere dilution 
aggLutinante - Moyenne geometrique. 

** 

Diametres moyens des erythemes observes (mm) au point d' injec- 
tion. 
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Exemple 9 

Un vaccin anticollibaci L Lai re a ete realise pour une 
vaccination chez Le lapin. 

Le milieu antigenique est une suspension de facteur 
05 d'attachement K 88 ab dans du serum physiologique, a une concentra- 
tion telle que la D 0 de cette suspension soit de 0,5 a 540 nm. 

L'adjuvant utilise est celui decrit a I 'exemple 7 et au 
tableau 7-1. 

Le vaccin contient 1/3 de milieu antigenique et 2/3 
10 d'adjuvant. Ses caracteristiques sont les suivantes. 

SENS E/H 
C0NDUCTIVITE a 20°C 2,0 uS 
VISC0SITE a 20°C 40 mPa.s 

15 

Des lapins neozelandais de 6 semaines sont vaccines par 
1 ml de vaccin puis un rappel est effectue a 29 jours. 

Les taux d'anticorps sont mesures par une technique de 
m i c ro-agg I ut i nat i on . 
20 Le tableau 9 donne les resultats obtenus avec ce vaccin 

ainsi qu'avec un vaccin huileux classique formule avec adjuvant de 
Freund incomplet (formule 50/50 ; viscosite > 3 000 mPa.s). 

Les taux en anticorps avec le vaccin seton I'invention 
sont superieurs ou egaux a ceux mesures avec le vaccin cLassique. 
25 Les reactions au site d 1 injection sont tres importantes avec le 
vaccin classique, surtout apres le rappel. 

Elles Le sont beaucoup moins et regressent plus rapidement 
avec le vaccin de cet exemple. 

30 Exemple 10 

Pour realiser une preparation vaccinale contre La maladie 
de Newcastle chez les volailles, nous avons utilise un adjuvant 
constitue de : 

Huile minerale fluide DRAKE0L 6VR 82 Z 

35 Huile de soja 5 % 

Emulgateur 2 13 Z 
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Cet adjuvant liquide, limpide presente Les caracteris 
tiques suivantes : 



Indice acide inferieur a 0,5 
05 Indice hydroxyle voisin de 11 

Indice de refraction de 1,459 

Le vaccin est realise par melange sous agitation mecanique 
de 7 parties d'adjuvant et de 3 parties de milieu allantoidien 
10 contenant les antigenes Newcastle inactives. 

Les caracteristiques physi co-chimiques du vaccin sont : 

Conductivity a 20°C inferieure a 1 microsiemens 
Viscosite a 20°C 45 centistokes 
15 Stabilite pas de relargage d'huile, ni de 

dephasage du milieu a 4°C apres 
3 mois. 



La preparation reste egalement stable a 37°C durant plus 
20 d'une semaine. 

Des vaccins stockes 12 mois a 4°C et 1 mois a temperature 
ambiante, ainsi qu'un temoin constitue des antigenes viraux inac- 
tives sans adjuvant et un vaccin a virus vivants sont injectes aux 
animaux. 

25 L'etude est effectuee sur 3 series de 10 poulets E0PS du 

type LEGHORN ages de 4 semaines. L 1 injection se fait par voie sous- 

cutanee dans la region du cou par dose de 0,5 ml. 

La mesure de I'efficacite immunologique est effectuee par 

titrage de ^inhibition de I 'hemagglutination. 
30 On preleve le sang de la volaille vaccinee dans la veine 

de I'aile au temps To, 4, 8, 12, 18 semaines et on mesure la teneur 

en hemagglutinine. 
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- Titre d'inhibition de I 'hematoagglutination 











To 


4 sem. 


8 sem. 


12 sem. 


18 sem 




1 


(temoin) 




10 


9 


10 


8 


8 


05 


2 


(vaccin selon 


l* invent ion) 


210 


230 


190 


150 


160 




3 


Cvaccin virus 


vivants) 


305 


210 


120 


70 


50 



On constate La superiority de l*activite immunoLogique 
obtenue avec Le vaccin de l' invention par rapport au temoin. 

Contraireraent a ce qui est observe avec le vaccin a virus 
vivants, L'activite persiste apres plus de 4 mois, ce qui permet 
d'assurer La protection immunitaire des poulets vis-a-vis de la 
fievre de Newcastle tout au long de leur duree de vie. 

Sur le plan toxicite, on ne revele aucune mortalite de La 
voLaille vaccinee avec Le vaccin selon L 1 invention, alors qu'un 
certain nombre de poulets (5 %) sont morts peu apres injection du 
vaccin a virus vivants. 
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REVENDICATIONS 

1. Emulsion injectable utiLisable comme vaccin ou vecteur 
de principe actif ayant une phase continue huileuse presentant une 
bonne tolerance dans les conditions normales d'injection a un homme 
ou un animal, caracterisee par : une viscosite inferieure a 
800 mPa.s a 20°C et constitute d f au moins : 

»20 a 90 % d'un adjuvant huileux liquide a 4°C contenant 
10 au moins 

- un ou plusieurs emulgateurs, appropries et pharmaceuti- 
quement acceptables, 

- un melange en toute proportion d'une ou plusieurs huiles 
metabolisables avec une ou plusieurs huiles non metabo- 

15 lisables, 

- 10 a 80 % d'une phase hydrophile contenant les principes 
actifs ou antigenes. 

2. Emulsion selon la revendication 1, dont I'huile metabo- 
20 Usable est d'origine vegetale. 

3. Emulsion selon la revendication 1, dont I'huile metabo- 
Usable est d'origine animale. 

4. Emulsion selon la revendication 1, dont I'huile metabo- 
Usable est un ester resultant de la condensation d'un acide gras 
contenant de 12 a 24 atomes de carbone avec un alcool ou de la 
condensation d'un alcool gras contenant de 12 a 24 atomes de 
carbone avec un acide. 

5. Emulsion selon la revendication 1, dont I'huile metabo- 
Usable est une huile de synthese de type alcane, alcene ou alcyne 
dont le nombre d'atomes de carbone moyen est d f au moins 16. 

6. Emulsion selon la revendication 1, dont I'huile non 
metabolisable est d'origine minerale ou animale et possede un 
nombre moyen d'atomes de carbone au moins egal a 16. 

7. Emulsion selon I "une des revendications 1 a 7, dont 
35 I'huile non metabolisable represente de 2 a 95 %, de preference 10 

a 50 % de l» adjuvant huileux. 



25 



30 
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8. Emulsion selon I'une des revendicat ions 1 a 6, dont Le 
ou les emulgateurs sont obtenus par condensation d'un acide gras 
Liquide a 20 C contenant au moins 16 atomes de carbone avec un 
polyol. 

9. Adjuvant huileux Limpide et stable constitue d'au moins 
une des huiles decrites dans I'une des revendi cations 1 a 7 et d'un 
ou de plusieurs emulgateurs decrits dans la revendication 8- 
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III. DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS » 



Categorie 4 



Identification dee document* cites. 11 avce indication, si necessaire, 
des passages pertinents 12 



N* des raven dicationa 
visses 11 



A 
A 



US, A, 3983228 (WOODHOUR et al.J 
28 septembre 1976 

voir le document en entier; en parti - 
culier colonne 2, ligne 51 

US, A, 3678149 (PRIGAL) 
18 juillet 1972 
voir colonne 10, exemple VII 

FR, A, 2342073 (INSTITUT MERIEUX) 
23 septembre 1977 

FR, A, 2501526 (PRODUITS CHIMIQUES DE LA 
MONTAGNE NOIRE) 
17 septembre 1982 



* Categories special** de documents cites: 11 
« A » document defmissant I'etat general de la technique, nen 
considers comme particulierement pertinent 

« E » document enterieur. mais pubii* a la date de depAt interna- 
tional ou apret cette date 

« L » . document pouvant jeter un doute sur una revendication de 
prionte ou cite pour determiner la date de oublieation d'une 
autre citation ou pour una raison specials (telle qu'indiquse) 

■ O 9 document se raf trant * una divulgation orals, a un usage, a 
une ei position ou tous autres moyens 

« P * document pubiie avant la date de dep6t international, mais 
posterieurement a la date de prlorite rovondtqu*e 



« T > document uKerieur pubiie post trieura ment a la date de dap6t 
international ou a la date de priorite et n'appartenant pas 
a I'etat de la technique pertinent, mais cite pour com prendre 
le principe ou la theorie constituent la base de ('invention 

«X» document particulierement pertinent: Hnvention revendi- 
quee ne petit *tre contideria comme nouvelle ou comme 
impliquant une activite inventive 

«Y» document particulierement pertinent; I'invemton reven- 
diquee ne peut etre eonaid*re* comme impliquant une 
activite inventive lorsque le document est assocte a un ou 
pluaieurs autre* documents de mem* nature, carta combi- 
ne ison etsrtt evidento pour une personne du metier. 

« 4a document qui fait partie de la mam* famine de brevets 



IV. CERTIFICATION 



Date a laqueile la recherche intemationale a et* eflectivement 
achevee 

5 octobre 1990 


Date d expedition du present rapport de recherche intemationale 

30. m90 


Administration chargee de la recherche intemationale 

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 


Signature du tonctionnalre eutoriae ^f) 

Mme N. KU1PER ^/Pf* 1 - 



Formulaire PCT7ISA/210 (deuxieme feuilla) (Janvier 1985) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. F R 9000485 

SA 38495 

La presente annexe indique les membra de la fwmlk de brevets reUths anx documents brevets cites dans le rapport de 
recherche ■cemarJonale vise d-dessus. 

Lesdfes ajembres soat iiuni m fiehier kftfonaaticrae de KOffice europeen des brevets a la date do 16/10/90 

Les reasesgnemeats foams cant domes a Here indkatif et n'engagent pas la responsabibte de KOffice europeen des brevets. 



Document brevet cite 
an rapport de recherche 


Datede 
publication 


Membre(s) de la 
familie de brevets) 


Datede 
publication 


US-A- 3983228 


28-09-76 


US-A- 4069313 


17-01-78 


US-A- 3678149 


18-07-72 


Aucun 




FR-A- 2342073 


23-09-77 


Aucun 




FR-A- 2501526 


17-09-82 


Aucun 





Pour tout rensetgnemem concernant cette annexe : voir Journal Officie) de KOffice europeen des brevets, N 0.12/82 



